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2 ^" ,ebe i S,fihi99 Teite davon - *» *durch Sekenrv 
zeichnet 1st. dass Transfer-Mikroorganismen. die in der Lage 
sind. besagtes genetisches Material in monokotyle Pflanzen 
oder lebensfahige Teile davon einzuschleusen und die das 
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ren Form enthaiten, in Form einer Bakteriensuspension In die 
menslematischen Gewebe-Regionen der Pflanze oder lebens- 
faniger Teil davon. inokuliert werden. Dabei kann durch 
geeignete Wahl des Applikatkmszeitpunkts im Hinblick auf das 
Entwicktungsstadium der Empfangerpflanze die Transforrna- 
tionshaufigkert noch zusatzlich gesteigert werden. 
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Beschreibung 

Verfahren zur genetischen Modifikation monokotyler Pflanzen 

Die voriiegende Erfindung betrifft eh neuartiges Verfahren zur Elnschleusung genetischen Materials in 
monokotyle Pflanzen Oder lebensfahige Teile davon, unter Verwendung von geeigneten Transfer-Mikroorga- 
5 nismen, die Expression des eingeschleusten genetischen Materials in monokotyten Pflanzen oder 
lebensfahlgen Teifen davon sowie die nach diesem Verfahren erhaltllchen transgenen pfianzlichen Produkte. 

Angesichts des raschen Anstiegs der Wettbevolkerung und dem damft yerbundenen hoheren Nahrungsmrt- 
tel- und Rohstoffbedarf gehort die Steigerung des Ertrags von Nutzpflanzen sowie die vermehrte Gewinnung 
von pfianzlichen Inhaltsstoffen, aiso der Fortschritt auf dem Gebiet der Nahrungs- und Heilmittel, zu den 

10 dringlichsten Aufgaben der biologischen bzw. biotechnoiogischen Forschung. In diesem Zusmmenhang sind 
als wesentliche Aspekte beispielsweise zu nennen: eine Erhohung der Resistenz von Nutzpflanzen gegen 
ungunstige Bodenverhaltntsse oder gegen Krankhetten und Schadlinge, eine gesteigerte Resistenz gegen 
Rlanzenschutzmittel wie Insekttzide, Herbizide, Fungizide und Baktertzide, und eine gunstige Veranderung 
des Nahrstoffgehafts oder des Emteertrags von Pflanzen. Solche wunschenswerten Effekte konnten 

75 allgemein durch Induktion oder vermehrte Biidung von Schutzstoffen, wertvoiten Proteinen oder Toxinen 
sowie durch Eingriffe in die regulatorischen Kreislaufe des PflanzenmetaboHsmus herbeigefuhrt werden. Eine 
entsprechende Beeinflussung des pflanzfichen Erbgutes kann beispielsweise durch Uebertragung neuer 
Gene in ganze Pflanzen oder Pflanzenzetten erfolgen. 
Vlele der aus agrarokonomischer Sicht bedeutendsten Kulturpflanzen gehoren zur Klasse der Monokotyle- 

20 donen, wobei besonders die Famiiie der Gramjneae hervorzuheben 1st. die unsere wichtlgsten Getreidearten 
umfasst, wie z.B. Weizen, Gerste, Roggen, Hafer, Mais. Reis, Hirse, u.am 

Das grosste Problem bei der Anwendung der rekombinanten DNATechnologie bei Pflanzen aus der Gruppe 
der Monokotyledonen liegt im Fehlen von geeigneten Transfer-Mikroorganismen begrundet, mrt deren Hilfe fur 
die praktische Anwendung ausreichend hohe Transformations-Frequenzen erzielt werden konnen und die 

25 somrt als Hilfsmittel fur einen gezlelten Eingriff ins pflanziiche Genom Verwendung finden konnten. 
Agrobacterium tumefaciens beispielsweise, einer der am meisten verwendeten Transfer-Mikroorganismen zur 
Einschleusung von genetischem Materia) in Pflanzen, ist zwar in hervorragender Welse fur eine genetische 
Manipulation zahlreicher dikotyler Pflanzen geeignet, bei Vertretem der Monokotyledonen. insbesondere bei 
monokotylen Kulturpflanzen, konnten aber bisher noch keine entsprechend zufriedenstellenden Ergebnisse 

30 erzielt werden. Aus der Klasse der Monokotyledonen sind namlich bisher nur einige wenige ausgewahlte 1 
Familien bekannt geworden, die ebenfalls auf eine Infektion mit Agrobacterium tumefaciens ansprechen und 
damit zumindestens theoretisch einer genetischen Manipulation zuganglich sein konnten. Bei letzteren 
handelt es sich Jedoch aus agrarokonomischer Sicht urn unbedeutende Randgruppen, die ailenfalls als ? 
ModelJpflanzen Bedeutung erlangen konnten. [UDeCIeene M. Phytopath. Z t 113 : 81-89, 1985; 2)Hernalsteens 

55 JP et al. t EMBO J t 3: 3039-41, 1984; 3)Hooykaas-Van Slogteren GMS et al. t Nature 311 : 763-764. 1984; 
4)Graves ACF and Goldman SL. J. Bacteriol. , 169(4) : 1745-1746. 1987]. 

In jungster Zeit entwickelte Transformationsverfahren. die auf einer direkten Einschleusung von exogener 
DNA in pflanziiche Protoplasten beruhen, wie beispielsweise der 'direkte Gentransfer* (5)Hain et_al, 1985; 
eiPaszkowski et al. t 1984; 7)p 0 trykus e^al. 1985 b. c, d; e)L6rz et al. , 1985, 9)Fromm et al, . 1985) oder die 

40 Mikroinjektion (lO)Steinbiss und Stabel, 1983; nJMorikawa und Yamada. 1985). mussen inspfern als 
problematisch angesehen werden. als die Regenerierbarkeit ausgehend von pfianzlichen Protoplasten bei 
einer Vielzahl von Pflanzenspezies, insbesondere aus der Gruppe der Gramineae , zur Zeit noch ein 
weitgehend ungelostes Problem darstellt. 
Gerade die Famiiie der Gramineen enthalt aber die aus agrarokonomischer Sicht bedeutendsten 

45 Kulturpflanzen wie beispielsweise Weizen. Gerste. Roggen. Hafer. Mais f Reis. Hirse u.a.m.. die von 
besonderem wirtschaftlichem Interesse sind. sodass es als eine vordringliche Aufgabe angesehen werden 
muss Verfahren zu entwickeln, die es ermoglichen. unabhangig von den zuvor genannten Einschrankungen. 
auch die Vertreter der Gramineen einer direkten genetischen Modifikation zuganglich zu machen. 
Diese Aufgabe konnte nun im Rahmen der vorliegenden Erfindung uberraschenderweise mit einfachen 

SO Massnahmen gelost werden. Entgegen alien Erwartungen, hat es sich Im Verlauf der im Rahmen dieser 
Erfindung durchgefuhrten Untersuchungen uberraschenderweise gezeigt. dass durch die Anwendung 
geeigneter Kultur- und Appiikationsmethoden jetzt auch Pflanzen aus der Gruppe der Monokotyledonen unter 
Einsatz bestimmter Transfer-Mikroorganismen. wie beispielsweise von Agrobacterium tumefaciens . zielge- 
richtet transformiert werden konnen, dass heisst, dass nunmehr auch wichtige Vertreter aus der Gruppe der 

55 Monokotyledonen. insbesondere zur Famiiie der Gramineen gehorige Kulturpflanzen, einer Infektion durch 
besagten Transfer-Mikroorganismus zuganglich sind. 

Besonders hervorzuheben ist die Erweiterung des Wirtsspektrums von Agrobacterium tumefaciens auf die 
Gramineen, wodurch auch bei Vertretern aus dieser Famiiie ein direkter und gezielter Eingriff ins Genom 
moglich wird. 

60 Die auf diese Weise tranformierten Pflanzen konnen mittels geeigneter Nachweismethoden identifiziert 
werden. Als besonders geeignet erwies sich dabei die Verwendung von Virusgenomen pflanzenpathogener 
Viren. wie beispielsweise von Maize Streak Virus (MSV). mit deren Hilfe sich erfolgreiche Transformationen 
anhand der auftretenden Krankheitssymptome sehr effizient nachweisen lassen. 
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Em Beslandteil der voriiegenden Erf indung belriffi daher ein Verfahren zur Einschleosung von qenelischem 
Matenal in monokotyle Pflanzen Oder lebensfahige Telle davon. das sich dadurch kennzeichnet dass man 
e.nen Transfer-Mikroorganismus. der das genelische Material in einer transportierbaren Form enihatt durch 
Anwendung gee.gneler Kultur-und Applikationsmethoden. die eine mduktion der Virulenz-Genfunklionen des 
Transfer-M.kroorganismus ermoglichen. fur eine InfeMion von Monokotyledonen einsetzbar macht und mit 
diesem monokotyie Pllanzen Oder lebensfahige Teile davon infiziert. 

Im Rahmen dieses Verfahren werden die Transfer-Mikroorganismus wie beispielsweise Agrobacterium 
tumefaciens zweckmassigerweise in elnem der Obficherweise fur die Kultivierung von Mi kroorganismen 
verwendeten Nahrmedien bei einer Temperatur zwischen 15" und 40"C uber einen Zeifraum von 30 bis 60 
Stunden (h) in einer bewegten Flussigkultur herangezogen. Die bevorzugfe Anzuchttemperatur Hegt bei 24" 
bis 29 C. Anschhessend erfolgen ein Oder mehrere Subkultivierungsschritte vorzugsweise im gleichen 
Medium, zweckmassigerweise in einem Verdunnungsverhaltnis von 1 :20. die sich jeweils uber einen Zeitraum 
von 15 bis 30 ^vorzugsweise von 18 bis 20 h erstrecken. Auch in diesem Fall liegl die Kultivierungstemperatur 
bei 15° bis 40°C. vorzugsweise bei 24" bis 29°C. 

Ein wesentlicher Beslandteil der voriiegenden Erfindung betrifft daher eine weifergehende Differenzierunq 

sjsssasas an . d t r .? an ^ und damit die 9e2ie,te App,ikation der ^om^j. 

M.kroorganismen-halligen Inokulationslosung an genau definierte Stellen der Pflanze was zu einer 
s.gniHkanlen Erhohung der Transformationshaufigkeit der Inokulierten Pflanzen fuhrt. WeHerhin kann durch 
geeignete Wahl des Applikationszeitpunkts im Hinblick auf das Enfwickiungsstadium der Empfangerpflanze 
die Transformationshaufigkeit noch zusatzllch gesleigert werden. 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit insbesondere ein neuartiges Verfahren zur EJnschleusunq von 
genetischem Matenal in monokotyle Pflanzen oder lebensfahige Teile davon. das dadurch gekennzeichnet ist 
dass Transfer^.kroorganismen. die in der Lage slnd. besagtes genetisches Material in monokotyle Pflanzen 
Oder lebensfahige Teile davon einzuschleusen und die das einzuschleusende genetische Material in einer 
Si o " F ° rm e n,ha » en - F °™ einer Mikroorganismensuspension in die meristematischen 
Gewebe-Regionen der Pflanze oder lebensfahiger Teil davon. inokuDert werden 

Urn ein Wares und einheitliches Verstandnis der Beschreibung und der Anspruche sowle des Umfangs der 
den besagten Anspruchen zukommen soil, zu gewahrteisten, werden im Rahmen der voriiegenden Erfindunq 
die folgende Definitionen aufgestellt: » »..nuung 

Transfer-Mikroorganismus: Mikroorganismus. der einen Teil seiner DNA in pflanzliches Material Oberfuhren 
kann (beispielsweise Agrobacterium tumefaciens ). . • 

T-Replikon .ein Replikon p3)Jacob FetaL, 1963]. welches mit Hllfe von Genen. die auf diesem Replikon selbst 
a T le : e ^.- m . Sel ™" ^" troor 9 an ' smus vorhandenen Replikon lokalisiert sind. In seiner 
Gesamtheit oder als Teilstuck in Pflanzenzellen transportiert werden kann (Beispiel: das Ti-Plasmid von 
. Agrobactenum tumefaciens ). 

I'^t^^" 8 ^^ 6 "^ .?^ 6 ' 3 ^" 6 " 063 ' 1 DNS - S eq«enzen. die in einer Oder mehreren Koplen milHiffe 
mikrobieller Funktionen DNA-Transfer in pflanzliches Material bewirl<en. 
Cargo-DNA: in einen DNA-Vektor artifiziell eingesetzte DNA. 
genomische DNA: aus dem Genom eines Organlsmus abgeleitete DNA 
C-DNA: durch Reverse-Transkriptase hergestellte Kopie einer einer mRNA 

synlhefeche DNA: Eine DNA Sequenz, die fur ein spezifisches Produkt. Produkte Oder eine biologische 
Funktion kodiert und die auf synthelischem Wege hergestellf wird 

Heterologe(s) Gen(e) oder DNA: Eine DNA Sequenz. die fur ein spezifisches Produkl. Produkte oder eine 
b.olog.sche Funktion kodiert und die von einer anderen Spezies stamml als derjenigen. in welche das besagte 
Gen eingeschleusst wird; besagte DNA Sequenz wird auch als Fremdgen Oder Fremd-DNA bezelchnet 
Homologe(s) Gen(e) oder DNA: Eine DNA Sequenz. die fur ein spezifisches Produkl. Produkte oder eine 

eingSeusst wS" * ** 9 ' e ' Chen Stamm, • Welche daS besaste Gen 

^ nZ *t he j e " kU " Uren: KultUren VOn P" 31 * 1 ^" Einheiten wie beispielsweise Protoplasten. Zellkulturzellen 
Ze ten In Pftenzengeweben. Pollen. Pollenschlauchen. Eizellen. Embryosacken. Zygoten und Embryonen In 
unterschiediichen Entwicklungsstadien. 751 "noryonen in 

Pfjara: Jedes photosynthetisch aktive MHglied aus dem Reich Planta. das durch einen membranumhultten 
Nukleus. ein in Form von Oiromosomen organlsiertes genetisches Material. membranumhuBte cytoplasmatl- 
sche Organelle und der Fahigkeit zur Durchfuhrung einer Meiose charakterislert Ist 
Pflanzen-Zefle : StrukturweOe und physiologische Einheit der Pflanze. bestehendaus einem Protoplasten'und 
einer Zeliwand. 

Protoplast :aus Pflanzenzellen oder -geweben isolierte zellwandlose 'nackte Pflanzenzelle' mit der Potenz zu 
einem Zellklon oder einer ganzen Pflanze zu regenerieren. 

Pflanzengewebe : Eine Gruppe von Pflanzenzellen. die in Form einer struktureMen und funktionellen Einheit 
orgarHsiert sind. 

^SS^ S£SS^ deU " iCh SiCh ' bar diHere " Ztert8r ™ *~ «* beispiefsweise 

ua"slo?m?Brt U .sf tranSf0r,nier1e PBmam - in derlen das Genom jeder Zelle im gewunschten Sinne 

Im einzelnen betrifft die vorliegende Erfindung ein verbesserfes Verfahren zur Transformation monokotyler 
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Pflanzen mil Hilfe von Agrobacterium- Stammen, die in der Lage sind, besagle Transformation durchzufuhren. 
welches sich dadurch kennzeichnet, dass die Wahl des Inokulationszeitpunktes im Hinblick auf das 
Entwicklungsstadium der Empfangerpflanze und des lnokulationsortes im Bereich der Wachstumszonen in 
der Welse aufeinander abgestimmt werden. dass eine signifikante Erhohung der erreicbbaren Transforma- 
5 tlonsraten eintrftt Im Vergleich zu bekannten Verfahren. 

Der erfindungsgemass bevorzugte Zeitpunkt im Hinbnck auf das Entwicklungsstadium der Empfangerpflan- 
ze fur die AppDkation der transformierenden Mikroorganismen-haltigen Suspension erslreckt sich uber einen 
Zeitraum, der mit der Entwictoung des pflanzlichen Embryos beginnt und mit dem Erreichen des 
Blutenstadhims und damit dem Ende der Wachstums- und Entwicklungs-(Dffiereiuierungs)phase der 
10 Empfangerpflanze endet. 

Fur die Anwendung des erfindungsgemassen Verfahrens eignen sich insbesondere Pflanzen, die ein 
Entwicklungsstadium erreich haben. welches sich zwischen der Samenkelmung und dem Erreichen des 
4-Blattstadiums erstreckt. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung erfolgt die Inokulation der Mikroorganismen- 
15 hattigen, transformierenden Inokulationsldsung am unretfen, sich entwickelnden Embryo nach der erfolgten 
Bestaubung und Befruchtung der Elzellen durch den Spermakern. bevorzugterweise jedoch vor der 
Ausbfldung der Samenschale. 

Ganz besonders bevorzugt sind 1-3 Tage alte Keimfinge, bei denen der Abstand zwischen dem 
Skutellarknoten und dem apikalen Koleoptilarspitze 1-2 cm betragt. Besonders geeignet sind jedoch Pflanzen, 
20 die sich in einem Entwicklungsstadium befinden, das eine eindeutige Identifizierung des Koleoptilarknotens 
ermdglicht. 

Die Inokulation der Mikroorganismen-haltigen transformierenden Suspension erfolgt bevorzugterweise in 
Regionen der Pflanze, die meristematisches Gewebe enthalten. Es handelt sich dabei urn teilungs- und 
stoffwechselaktive Gewebeabschnitte. die in erster Linie totipotente embryonale Zellen enthalten. aus denen 
25 sich die Gesamtheit der somatischen Zellen und Gewebe ausdifferenziert und die damit letztlich auch den 
Ausgangspunkt fur die Entwicklung der Keimzellen bOden. 

Durch Anwendung des erfindungsgemassen Verfahrens konnen daher nicht nur transgene Pflanzen 
erhalten werden, deren somatische Zellen transformiert sind, sondem in erster Unie auch solche Pflanzen, die 
transformierte Keimzellen enthalten. aus denen sich im Verlaufe der weiteren Zell- und Gewebe-Differenzte- 
30 rung transformierte Eizellen und/oder Pollen entwickeln konnen. 

Nach erfolgter Befruchtung unter Beteiligung transformierter Bzeflen und/oder transformierter Pollen erhalt 
man Samen, der transgene Embryonen enthalt und der fur die HersteHung transgener Pflanzen verwendet 
werden kann. 

Als besonders geeigneter Applikationsort fur das Einbringen der transformierenden. mikroorganismenhaltl- 
35 gen Suspension an bereits In Stengel, Wurzel und Blatter differenzierten Pflanzchen, erweist sich der 
Grenzbereich zwischen Wurzel und Stengel, der sog. Wurzelhals. 

Besonders bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung ist eine mehrmalige Applikation der transformierenden 
Mikroorganismen-haltigen Inokulationsldsung in die meristematischen Gewebebereiche der Pflanze. 
In einer besonderen Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung erfolgt die Applikation der transformie- 
40 renden, Mikroorganismenhaltigen Suspension am Keimling. ca. 1-3 Tage nach der erfolgten Samenkeimung. 
Bevorzugte Applikationsorte sind der Bereich der Koleoptile und der Koleorhiza. 

Sehr gute Transformationsergebnisse lassen sich bei Applikation in unmittelbarer Nachbarschaft Oder 
insbesondere bei Applikation direkt in den Koleoptilarknoten erreichen. 
Demnach ist eine weitere, besonders bevorzugte Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung dadurch 
45 gekennzeichnet, dass die Applikation der transformierenden, Mikroorganismen-haltigen Inokulationsiosung 
1-3 Tage nach der erfolgten Keimung in unmittelbarer Nachbarschaft oder direkt in den Koleoptilarknoten des 
. Kelmlings erfolgt. 

Das Einbringen der transformierenden, Mikroorganismen-haltigen Inokulationsiosung in die Pflanze kann 
auf vielerlel Art und Welse durchgefuhrt werden, z.B. durch artiflzieile Verletzung des epidermaJen Gewebes 
50 und Einreiben der Mikroorganismen-haltigen, transformierenden Suspension in das verletzte Gewebe oder 
durch gemeinsame Inkubation des Transfer-Mikroorganlsmus und der pflanzlichen Protoplasten. 

Bevorzugt ist die Injektion der Inokulationsiosung unter Verwendung von Injektionsspritzen, mit deren Hilfe 
eine sehr genau lokalisierte und damit gezielte Applikation an genau definierten Stellen der Pflanze 
durchfuhrbar ist. 

55 In der Regel verwendet man hierbei Injektionssprizten mit austauschbaren Injektionskanulen mit elnem 
Querschnitt zwischen 0,1 und 0,5 mm. angepasst an die Bedurfnisse und besonderen Anforderungen der 
jeweiligen Pflanzenspezies und deren Entwicklungsstadium zum Zeitpunkt der Applikation. Das applizierte 
Volumen schwankt ebenfalls in Abhangigkeit von der jeweiligen Pflanzenspezies und deren Entwicklungssta- 
dium zwischen 1 und 20 uJ. bevorzuvgt ist ein Appltkationsvolumen von 5-10 uJ. 

60 Selbstverstandlich konnen fur die zielgerichtete Applikation der Inokulationsiosung in die Pflanze auch 
andere geeignete Hilfsmittel verwendet werden. wle beispielsweise sehr feln ausgezogene Glaskapillaren. mit 
deren Hilfe unter Verwendung von Mikromanipulatoren kleinste Applikationsmengen in genau definierte 
Gewebebereiche der Pflanze (wie z.B. das Meristem) appliziert werden konnen. 
Die Vorgehensweise bei der Applikation der Inokulationsldsung an der Pflanze bzw. am Keimling kann 

65 ebenfalls variieren, lasst sich jedoch fur verschiedene Pflanzenspezies ohne weiteres optimieren. Diese 
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Optimierungsversuche konnen von jedem Fachmann im Rahmen eines normalen Oplimierungsprogrammes 
gemass den Richtlinien der vorliegenden Erfindung ohne nennenswerlen Aufwand durchgefuhrt werden. 

Fur die Effekthritat der Transformation ist neben den bereits genannten Parametem auch die Konzentration 
und Wachstumsphase der inokulierten Transf er-Mikroorganismen von Bedeutung. Die bevorzugte Konzentra- 
tion liegt in einem Bereich von 10 s bis 10 10 Organismen pro ml Inokulationslosung. Besonders bevorzugt ist 5 
eine Inokulationskonzentration von 10 7 bis 10 9 Organismen/ml. 

Im Rahmen dieser Erfindung durchgefuhrte Verdunnungsexperimente haben gezeigt. dass mil zunehmen- 
der Verdunnung der Inokulationslosung eine Abnahme der Transformationshaufigkeit einhergeht. Dabei liegt 
die Effektivitat des Agrobacterium vermrttelten DNA Transfers auf monolyte Ptlanzen im gleichen 
Grossenordnungsbereich wie der DNA-Transfer auf dikotyle Wirtspflanzen (Ergebnis-Teil. Punkt D). W 

Variationsmdgtichkeiten im Rahmen des erfindungsgemassen Verf ahren betreffen somit beispielswelse die 
Wahl der Applikationsmethode. der Einstechtiefe in das pflanzliche Gewebe, der Zusammensetzung und 
Konzentration der Bakteriensuspension sowie die Anzahl der pro Infektion vorgenommenen Inokulation. 

In einer weiteren spezifischen Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung, erfolgt die Applikation der 
transformierenden. Mikroorganismen-haltigen LSsung nach Dekapffieren der Koleoptflarspitze im Bereich des 15 
Koleoptilarknotens unmittelbar in das Koleoptilarknotengewebe. Dabei kann der grosste Teil der Plumula 
entfernt werden, ohne dass der Keimling in seiner weiteren Entwickiung nachteilig beeintrachtigt wird. 

Eine bevorzugte Appiikationsmethode umfasst auch in diesem Fall die Verwendung von Injektionsspritzen, 
wobei dei Einstechtiefe innerttaJb bestimmter Grenzen variiert werden kann, in Abhangigkeit von der 
Entfemung der Dekapitationsstelle vom Koleoptilarknoten. Bevorzugt ist in jedem Fall eine Inokulation 20 
unmittelbar in das Koleoptilarknotengewebe. 

Die Appfikation der Inokulationslosung kann sowohl in die peripheren Gewebeabschnitte, als auch 
insbesondere in den zentralen Teil des offengelegten Koleoptilarknoten-Gewebes erfolgen, wobei die 
meristematischen Gewebeabschnitte besonders bevorzugt sind. 

Bel der Verwendung unreifer Embryonen kann neben den bereits erw&hriten Inokulationstechniken efn 25 
Verfahren angewendet werden. bei dem der Embryo zunachst von der Mutterpflanze praparafrv entfemt und 
anschliessend in einem geeigneten Kulturmedium mit dem Transfer-Mikroorganismus in Kontakt gebracht 
wird (14) Culture and Somatic Cell Genetics of Plants, Vol. 1. ed. IK Vasll, Academic Press. Inc., 1984; 15) 
Pareddy DR. et_al. 1987, Pianta, 170: 141-143, 1987). 

Als Transfer-Mikroorganismen, die in der Lage sind, genetisches Material auf monokotyle Pflanzen zu 30 
ubertragen und die in dem erfindungsgemassen Verfahren eingesetzt werden konnen. kommen in erster Unie 
Mikroorganismen in Frage. die ein T-Replikon enthalten. 

Unter Mikroorganismen, welche ein T-Replikon enthalten. sind insbesondere Bakterien. vorzugsweise 
Bodenbakterien und von diesen vor allem solche der Gattung Agrobacterium , zu verstehen. 

Es versteht sich von selbst, dass im Rahmen des erfindungsgemassen Verfahrens nur Bakterienstamme zu 35 
verwenden sind, die unbedenkiich sind. das heisst z.B. Bakterienstamme die in der freien Natur nicht 
iebensfahig sind, bzw. kelne okologischen Probleme verursachen. 

Als T-Replikon kommt besonders ein bakterielles Replikon, wie ein Replikon von Agrobacterium , 
insbesondere von einem Th oder Ri-Plasmid eines Agrobacteriums , in Betracht. 

Ti-Ptasmide besitzen zwei Regionen, die fur die Herstellung transformierter Zellen essentiell sind. Bei 40 
dikotylen Pflanzen wird eine davon, die Transfer-DNA Region, auf die Pflanze ubertragen und fOhrt zur 
Induktion von Tumoren. Die andere. die virulenzverleihende (vir) Region, ist nur fur die Ausbildung, nicht aber 
fur die Aufrechterhaltung der Tumoren essentiell. Die Transfer-DNA Region kann in ihren Dimensionen durch 
Einbau von Fremd-DNA vergrossert werden, ohne dass die Uebertragungsfahigkeit beeintrachtigt wird. Durch 
Entfernen der tumorverursachenden Gene, wodurch die transgenen Planzenzellen nicht-tumords bleiben und 45 
durch Einbau eines selektionierbaren Markers, kann das modifizierte Ti-Piasmid als Vektor fur den Transfer 
von genetischem Material in eine geefcgnete Pflanzenzelle verwendet werden. 

Die vir-Region bewirkt den Transfer der T-DNA Region von Agrobacterium auf das Genom der 
Pflanzenzelle, unabhangig davon, ob die T-DNA-Region und die vir-Region auf demseiben Vektor oder auf 
verschiedenen Vektoren innerhalb derseiben Agrobacterium -Zelle vorliegen. Eine vir-Region auf einem 50 
Chromosom induziert ebenso den Transfer der T-DNA von einem Vektor in eine Pflanzenzelle. 

Bevorzugt wird ein System zur Uebertragung einer T-DNA-Region von einem Agrobacterium in 
Pflanzenzellen. das dadurch gekennzeichnet ist, dass die vir-Region und die T-DNA-Region auf verschiedenen 
Vektoren liegen. Ein solches System ist unter dem Begriff "binares Vektor-System" bekannt und der die 
T-DNA enthaltende Vektor wird als ein "binarer Vektor" bezeichnet. 55 

Jeder T-DNA enthaltende Vektor. der in Pflanzenzellen Gbertragbar ist und der eine Detektlon der 
transf ormierten Zellen eriaubt. ist fur die Verwendung im Rahmen dieser Erfindung geeignet. 

Pflanzenzellen oder Pflanzen. die gemass der vorliegenden Erfindung transformiert worden sind, konnen 
mit Hilfe eines geeigneten phenotypischen Markers, selektioniert werden. Beispiele solcher phenotypischer 
Marker, die aber nicht aJs limitierend aufzufassen sind, beinhalten Antibiotikaresi$tenz-Man\er, wie 60 
beispielsweise Kanamycinresistenz- und Hygromycinresistenz-Gene, oder Herblzldresistenz-Marker. Andere 
phenotypische Marker sind dem Fachmann bekannt und k6nnen ebenfaJIs Im Rahmen dieser Erfindung 
verwendet werden. 

Eine bevorzugte Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung betrifft ein neuartiges. genereil anwendbares 
Verfahren zur genetischen Modifikation von Pflanzen aus der Gruppe der Monokotyledonen durch 65 
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Bnschleusung viraler DNA oder ihrer Aequivalente In ganze Pflanzen, oder lebensfahlge Telle davon. 

Es ist berefts in einigen Fallen gelungen, ausgewahlte DNA-Fragmente in Virus-DNA einzubauen und dann 
mrt dem Virus in elnen anderen Organismus einzuschleusen. Wahrend die meisten Pflanzenviren unter 
naturhchen Bedingungen durch fnsekten ObertrSgen werden, welche bet der Nahrungsaufnahme an infizierten 
5 und nichNnfizterten Pflanzen fressen und hierdurch eine NeuinTektlon von Pflanzen verursachen. 1st dieser 
Weg fur eine gezielte und systematische Uebertragung zu aufwendig und zu schwer kontrollierbar. So wOrden 
beispielswefee fur eine solche Methode unter kontrollierten Bedingungen herangezuchtete Insektenpopula- 
tionen benotigt Femer ware insbesondere bei grossen Mengen an Pflanzenmateria! eine planrnassige 
Virusmfektion sehr schwlerig zu erreichen. 

10 Diein der Gentechnologie angewendete Methode der mechanischen Inokutation von Blattem mit Vlren ist In 
der Pra»s nur begrenzt anwendbar. da klonierte virale DNA nur in manchen Fallen infektios ist in vielen 
anderen fallen dagegen nicht Obwohl es moglich Ist. gewisse Arten von Virusgenomen in Bakterien zu 
Womeren und zu studieren. wie beispielsweise Bnzelstrang-DNA-Wen. welche durch klonierung von 
DoppeJstrang-DNA erhaiten werden [i6)Mullineaux PM etaK, (1984)], konnen doch viele in Bakterien klonierte 

15 Wen nicht wreder in die Pflanzen eingeschleust oder zur Infektion von pflanzlichem Materia) verwendet 
werden. Damrt Ist aber auch die Anwendung von Methoden wie der in-vitro-Mutagenese und der 
rekombinanten DNA Technologie fur grundlegende Untersuchungen wie auch fur den Einsatz solcher Wen 
als Trager von ausgewahiter Fremd-DNA ausgeschlossen. 

20 VerfaSs e nS b aT e ***** W Anwendun9 des "a***"* beschriebenen, erfindungsgemassen 
Besonders bevorzugt sind dabei Konstruktionen, die ein oder mehrere virale Replikons oder Teiie eines 
viralen Replikon in einer Weise eingebaut enthaiten, die eine Freisetzung und Replikation des viralen Replikon 
in der pflanzlichen Zelle eriaubt. unabhangfg von der chromosomalen DNA. 
Diese Anordnung des viralen Replikons ermogiicht damit eine Freisetzung infektioser viraler DNA aufgrund 
25 einer intramolekularen Rekombination. via Translation, Revers-Transkription oder anderer Methoden der 
Umlagerung genetischen Materials. 

• n ^ SOn ^ rS bevor2u 9 t Im Ranmen d er vorliegenden Erfindung ist ein T-Replikon. wie beispielsweise ein 
71-Piasmld oder em Ri-Plasmid eines Agrobacteriums, welches virale DNA. beispielsweise DNA von 
Maize-Streak Wus (MSV), welche gewunschtenfalls Cargo-DMA eingebaut enthalt, in Nachbarschaft zu einer 
!^ A m , T-DNA-Grenz-Sequenzen enthalt, wobei die Entfemung zwischen viraler DNA und 

T-DNA-Greriz-Sequenz(en) so gewahlt ist, dass die Uebertragung der viralen DNA einschfiesslich 
gegebenenfalls vorhandener Cargo-DNA in pflanzliches Material erfolgt. 

Als Cargo-DNA konnen sowohl homologe als auch heterologe Gen(e) oder DNA sowie synthetische Gen(e) 
oder DNA gemass der im Rahmen der vorliegenden Erfindung gemachten Definition verwendet werden 
35 Die kodierende DNA-Sequenz kann ausschliesslich aus genomischer. ags cDNA bzw. synthetischer DNA 
konstruiert sein. Eine andere Moglichkert besteht in der Konstruktlon einer hybriden DNA-Sequenz bestehend 
sowohl aus cDNA als auch aus genomischer DNA und/oder synthetischer DNA. 
In diesem Fait kann die cDNA aus demselben Gen stammen wie die genomische DNA oder aber, sowohl die 
^ cDNA - w J e aucn dle genomische DNA konnen aus verschiedenen Genen slammen. In Jedem Fall konnen aber 
40 sowohl die genom.schen DNA und/oder die cDNA. jede fQr sich. aus dem glelchen oder aus verschiedenen 
Genen hergestellt sein. 

Wenn die DNA-Sequenz Anteile von mehr als einem Gen beinhaltet, konnen diese Gene entweder von ein 
und demselben Organismus, von mehreren Organismen, die mehr als einem Stamm. einer Varietal oder einer 
Spezies derselben Gattung angehoren. oder aber von Organismen. die mehr als einer Gattung derselben oder 
AS einer anderen taxonomischen Einheit (Reich) angehoren, abstammen. 

Die verschiedenen DNA-Sequenzabschnitte konnen mit Hiife an sich bekannter Methoden miteinander zu 
einer vollstandigen kodierenden DNA-Sequenz verknOpft sein. Geeignete Methoden schliessen beispielswei- 
se die in vivo Rekombination von DNA-Sequenzen. die homologe Abschnitte aufweisen sowie die in vitro 

Verknupfung von Restriktionsfragmenten mit ein. 

50 Das erfindungsgemasse Verfahren besteht somit im wesentlichen darin. dass man 

a) in ein T-Replikon. wie beispielsweise ein Ti-Plasmid oder ein Ri-Plasmid eines Agrobacteriums virale 
DNA, beispielsweise DNA von Maize-Streak Wus (MSV). welche gewunschtenfalls Cargo-DNA 
eingebaut enthalt. in Nachbarschaft zu einer oder mehreren T-DNA-Grenz^Sequenzen einsetzt wobei die 
Entfemung zwischen viraler DNA und T-DNA-Grenz-Sequenz(en) so gewahlt ist, dass die Uebertragung 

55 der viralen DNA einschfiesslich gegebenenfalls vorhandener Cargo-DNA in pflanzliches Material erfolgt 

b) anschliessend die Aufnahme des Replikons in einen Transfer-Mikroorganismus veranlasst wobei 
das Replikon in den Transfer-Mikroorganismus gelangt. 

c) mit dem gemass b) modifizierten Transfer-Mikroorganismus Pflanzen aus der GruDDe der 
Monokotyledonen oder lebensfahlge Teile davon, infiziert. 

60 Dieses Verfahren gewahrlelstet. dass nach Induzlerung der mikrobiellen Funktionen. welche den Transfer 
der Plasmid-DNA in die Pflanze fordern. auch die e.ngesetzte Wus-DNA ubertragen wird, einschliesslich der 
gegebenenfalls vorhandenen Cargo-DNA. 
Das erfindungsgemasse Verfahren besteht somit im wesentlichen aus folgenden Teilschritten- 

a) Isolierung von viraler DNA oder ihren Aequivalenten (s. welter unten) aus infizierten* Pflanzen. 
65 beispielsweise solchen der Gattung Zea und Klonierung dieser DNA in Vektoren eines geeigneten 
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Bakteriums. wie beispielsweise Escherichia coli ; 

b) Aufbau eines Plasmids ( = BaP), welches ein Oder mehr als ein virales Genom oder aber Teile virale 
Genome enthalt. welche sich in Nachbarschaft zu einer oder mehreren T-DNA-Grenz-Sequenze befinden, 
wobei die Entfernung zwischen viraler DNA und T-DNA-Grenz-Sequenz(en) so gewahlt ist, dass die 
Uebertragung der viralen DNA einschliesslich der gegebenenfalls darin eingebauten Cargo-DMA in ganze 5 
Pflanzen oder lebensfahige Tefle davon erfolgt: 

c) Konstruktion eines Vektor-Systems durch UeberiOhrung des Ptasmids BaP in einen Transfer-Mikro- 
organismus (beispielsweise Agrobacterium tumefaciens oder Agrobacterium rhizogenes ); 

d) Infektion ganzer monokotyler Pflanzen oder lebensfahiger Teile davon mit dem vorstehend unter c) 
aufgefuhrten Veklor-System. 10 

Die Verwendung von Vektor-Systemen. wie sie vorstehend unter c) beschrieben sind, sowie neue 
Vektor-Systeme, wie beispielsweise Bakterien des Stammes Agrobacterium tumefaciens (Rjf«)C58(pTt C58; 
pEAP 200) sowie Agrobacterium tumefaciens C58 (pHC58; pEAP37). C58 (pTiC58; pEAP29), C58 (pTiC58; 
pEAP40) sowie C58(pTiC58, MSV 109) zur gezielten Transformation monokotyler Pflanzen oder lebensfahiger 
Teile davon bilden weitere Gegenstande der vorllegenden Erfindung. is 

Ganz besonders bevorzugt sind Bakterien des Stammes Agrobacterium tumefaciens C58 (pTiC58; 
pEAP37). C58 (pTiC58; pEAP29), C58 (pTic58; pEAP40) sowie C58 (0T1C58. MSV 109). 

Unter viraler DNA und ihren Aequrvalenten sind im Rahmen der vortiegenden Erfindung insbesondere 
folgende DNA-Typen zu verstehen: 

- doppelstrangige DNA-Formen von Einzelstrang-DNA-Viren (beispielsweise Gemini-Viren, wie Maize Streak 20 
Virus (MSV)) 

- naturiiche Virus-DNA (beispielsweise CaMV); 

- cDNA-Kopien von Virus-RNA oder Viroid-RNA (beispielsweise von Tabak-Mosaik-Vlrus oder Cadang-Ca- 
dang-Viroid); 

- jegliche lethalen oder lebensfahigen Mutanten von Viren; 25 

- klonierte DNA unter dem Einfluss viraler Replications- und/oder Expressionssignale: 

- klonierte DNA unter dem Einfluss eukaryontischer Replikations-und/oder Expressionssignale; 

- Teile von Vlrus-DNA; 

- Aequivalente der vorstehend aufgefuhrten DNA-Typen in Tandem-Form und 

- Aequivalente der vorstehend aufgefuhrten DNA-Typen mit eingebauter Cargo-DNA. 30 
Die am Beispiel des vorstehend beschriebenen Vektor-Systems beschriebene Anwendung des 

erfindungsgemassen Verfahrens hat z.B. folgende gravlerende Vorteile: 

- Eine Erweiterung des Wirtsbereichs von normaierweise Dtkotyledonen-spezifischen Transfer-Mikroorganis- 
men. wie zum Beispiel Agrobacterium tumefaciens oder Agrobacterium rhizogenes , auf Monokotyledonen. 

- Die Mogfichkeit der systemischen Infektion ganzer Pflanzen durch Verwendung viraler DNA bzw. deren 35 
Aequivalente. 

- Die Erzielung der Infektiositat von Viren, welche bisher artificziell nicht zur Infektion gebracht werden 
konnten (beispielsweise Maize-Streak-Virus), unter Umgehung der mtQrtichen Vektoren wie beispielsweise 
Insekten. 

- Die Moglichkeit der Manipulation von Virus-DNA in einem bakteriellen System wie beispielsweise E. coli . 40 

- Eine Erweiterung des Wirtsbereiches von Viren. 

- Eine Vereinfachung der Inokutation durch Vermeidung der DNA-Reinigung und drastische Verminderung der 
zur Inokutation erforderlichen Menge an Inokutum. 

- Moglichkeit der Transformation von Zellen, Geweben und ganzen Pflanzen, wodurch Einschrankungen, die 

auf Grund von Schwterigkeiten bei der Regeneration ganzer Pflanzen aus Protoplasten auftreten konnen, 45 
uberwunden werden. 

- Unter Kontrolle bakteriell kodierter Funktionen kann die T-DNA, einschliesslich der ausgewahlten viralen 
DNA, in das Wirtsgenom eingebaut werden. Da in manchen Fallen nach einer Transformation mit Bakterien aus 
einer Einzelzelle eine ganze Pfianze regeneriert werden kann, kann virale DNA in das nukleare Genom 
samtlicher Zellen einer Pfianze eingefuhrt werden. Solche integrierten Virusgenome konnen. . 50 

a) auf sexuellem Wege auf die Nachkommenschaft ubertragen werden; 

b) eine Infektion mit uberinfizierenden Viren verhindem; und 

c) gegebenenfalls als Quelle dienen fur weitere, gegebenenfalls auch ausgewahlte Cargo-DNA 
enthaltende Viruskopien, welche sich via Transkription, Revers-Transkriptlon, homologe Rekombination 
oder andere Methoden der Umlagerung genetischen Materials von der integrierten Kopie absetzen. 55 

d) Ferner kann moglicherweise eine Zweitinfektion ('Superinfection*) von pflanztichem Material, 
welches Teile viraler Genome in die nukleare DNA eingebaut enthalt, 

a) zur Entwicklung besserer viralerr Vektoren fOhren, da die Expression viraler Gene aus der 
nuklearen DNA vielteicht die Moglichkeit bietet, in dem die Zweitinfektion bewirkenden Virus virale 
DNA durch Fremd-DNA zu ersetzen; und 60 

p) zum besseren Verstandnis der Wirt-Parasiteh-Beziehungen und damit zur besseren 
Schutzbarkeit der Pflanzen in erheblichem Masse beitragen. 
Es werden somit eine Vietzahl von Ausfuhrungsformen von dem breiten Konzept dieser Erfindung umfasst. 
Unter Anwendung des vorstehend beschriebenen Verfahrens lasst sich in das Virusgenom eingebaute 
Cargo-DNA ebenfalls in pflanzliches Material transportleren und darin ausbrelten. Die Ausbreitung der Viren 65 



1 



0267159 

und damit auch des durch s!e transportierten Fremdgens in Pflanzen ist insbesondere dann ausserordentlich 
vorteilhaft, wenn die Pflanzen asexueli vermehrt werden sollen oder auf direktem Wege und in kurzester Zeit 
gegen schadigende Einflusse geschutzt werden sotlen; beispielswelse durch Einbringen eines Resistenzoens 
in die Pflanzen. * y 

5 Das erflndungsgemasse Verfahren ist insbesondere dazu geeignet. ausgewahlte Gene und damit eine 
gewunschte Bgenschaft in pflanziiches Materia), aber auch ausgewachsene Pflanzen, einzuschleusen und 
darin zu verbreiten. 

Das erflndungsgemasse Verfahren lasst sich auch im Pflanzenschutz einsetzen. um Pflanzen durch einen 
Transfer4Wikroorganismus t wie vorstehend beschrieben. gegen Virusbefall zu "immunisieren*. indem man die 
10 Pflanzen mit einem geschwachten, nicht pathogenen oder nur schwach pathogenen Virus transformiert, was 
dazu fuhrt, dass man sie auf dlese Weise vor unerwunschten. weiteren Virusinfektionen schutzt. 

Als viraie DNA. welche im Rahmen des erfindungsgemassen Verfahrens verwendet werden kann. lasst sich 
ohne dass dies eine Beschrankung darstem, beispielsweise DNA von Caulimoviren, einschfiesslich Cauliflower 
Mosaik Virus (CaMV). des weiteren DNA von Vertretem der Geminiviren. wie z.B. von Bean Golden Mosaic 
15 virus (BGMV). Chlorls Striate Mosaic Virus (CSMV), Cassava Latent Virus (CLV) . Curry Top Virus (CTV), Maize 
Streak Virus (MSV). Tomato Golden Mosaic Virus fTGMV) und Wheat Dwarf Virus (WDV) verwenden. 

Vertreter aus der Gruppe der Caulimoviren, insbesondere aber Cauliflower Mosaik Viren, sind fur elne 
Verwendung im Rahmen des erfindungsgemassen Verfahrens besonders geeignet, da sie aufgrund ihres 
Genomaufbaus (doppelstrangige DNA) einer genetischen Manipulation unmlttelbar zuganglich sind. 
20 Alle blsherigen Experfmente und die damit verbundenen Beobachtungen sprechen dafOr. dass auch die 
Vertreter der Geminiviren, deren Genom aus einzelstrangiger (ss) DNA aufgebaut ist, als Vektoren fur die 
Uebertragung genetischen Materials eingesetzt werden konnen. Zudem ist auch bekannt, dass im Vertauf des 
EntwicWungszyklus der Geminiviren doppelstrangige ds-DNA in infizierten Pflanzen gebildet wird und dass 
diese ds-DNA infektids ist [i7)Kegami M et ajL , Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 78: 4102. 1981]. 
25 Damit kommen auch Vertreter aus der Gruppe der Geminiviren, die im Veriaufe ihres EntwicWungszyklus 
ds-DNA bflden und damit einer direkten genetischen Manipulation zuganglich sind. im Rahmen der 
voriiegenden Erfindung als Trager fremden genetischen Materials in Frage. 

Ein weiterer Gegenstand der voriiegenden Erfindung betrifft die Verwendung von Geminiviren als Marker da 
sich erfolgreiche Genubertragungen auf Pflanzen unter Einsatz von Viren sehr leicht an den meist 
30 makroskopisch sichtbaren Infektionssymptomen erkennen lassen. zB. an Hand von gelben Punkten oder 
Stretfen. an der Basis neugebildeter Blatter bei Verwendung von MSV. 

Der VYlrtsbereieh der Geminiviren umfasst elne ganze Reihe von wirtschaftlich bedeutenden Kulturpflanzen 
wie Mais, Weizen, Tabak, Tomaten, Bohnen, sowie zahlreiche tropische Pflanzen. 

Von besonderer kommerzieller Bedeutung ist der Wirtsbereich von Maize Streak Virus, der zahlreiche 
35 monokotyle Kultur- und Getreidepflanzen umfasst, wie z.B. Mais, Reis. Weizen, Hirse, Sorghum sowie 
verschiedene afrikanische Graser. 

Das erflndungsgemasse Verfahren ist insbesondere geeignet zur Infektion ganzer Pflanzen aus der Klasse 
der Monocotyledoneae oder lebensfahlger Teile dieser Pflanzen, wie z.B. pflanzliche Gewebekuituren oder 
Zeilkulturzellen mit viraler DNA sowie deren Aequivalenten. Eln weiterer Gegenstand dieser Erfindung betrifft 
40 daher die aus dem erfindungsgemassen Verfahren resultierenden transformierten Protoplasten, Pflanzenzel- 
len. Zeilklone, Zellaggregate, Pflanzen und Samen sowie deren Nachkommen, die die durch die 
Transformation erzeugte neue Eigenschaft aufweisen, femer alle Kreuzungs- und Fusionsprodukte des 
transformierten Pflanzenmaterials, die die durch die Transformation erzeugten neuen Eiqenschaften 
aufweisen. 

45 Ebenso ein Bestandteil der voriiegenden Erfindung sind transformierte ganze Pflanzen sowie lebensfahige 
Teile dieser Pflanzen. insbesondere Pollen. Eizellen. Zygoten. Embryonen oder jedes beliebige andere aus 
transformierten Keimbahnzellen hervorgegangene Vermehrungsgut. 

Weiterhin werden durch die vorliegende Erfindung auch vollstandig durchtransformierte Pflanzen umfasst 
die aus lebensfahigen TeOen transformierter monokotyler Pflanzen regeneriert worden sind. 
50 Monokotyle Pflanzen, die fur die erflndungsgemasse Verwendung geeignet sind. schliessen beispielsweise 
Spezies aus den Famiiien Alliaceae . Amaryllidaceae , Asparagaceae , Bromel iaceae, Gramineae Liiiaceae 

Musaceae , Orchidaceae oder Palmae eln. ' 

Besonders bevorzugt sind dabei Vertreter aus der Famiiie der Gramineae . wie z.B. Pflanzen die grossflachig 
angebaut werden und hone Ernteertrage liefern. Als Beispiele seien genannt: Mais. Rels, Weizen Gerste 
55 Roggen. Hafer oder Hirse. 

Weitere Zielkulturen fur die Anwendung des erfindungsgemassen Verfahrens sind beispielsweise Pflanzen 
der Gattungen Allium . Avena . Hordeum , Oryzae . Panicum. Saccharum, Secale, Setaria, Sorghum Triticum 
Zea . Musa . Cocos , Phoenix und Qaeis . ~ 
Der Nachweis einer erfolgreichen Transformation durch Uebertragung von MSV DNA auf die jeweflige 
60 Testpflanze kann auf an sich bekannte Weise erfolgen. beispielsweise anhand von Krankheitssymptomen 
sowie durch mofekuiarbiologische Untersuchungen. zu denen besonders die "Southern-blor-Analyse gehort. 

Die extrahierte DNA wird zunachst mit Restriktionsenzymen behandelt. anschliessend einer Elektrophorese 
in 1 o/o-igem Agarose-Gel unterworfen, auf eine Nitrozellulosemembran [22) Southern. E.M., J.MoLBiol. 98. 
503-517 (1975)1 transferiert und mit der nachzuweisenden DNA. welche zuvor einer Nick Translation 123) 
65 Rigby. W.J.. Dieckmann. M.. Rhodes. C. and P. Berg. J.Mol.Biol. 113. 237-251)] unterworfen wurde 
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(DNA-spezffische Aktivitaten von 5 x 10* bis 10 x 10 B c.p.mVug) hybridisiert. Die Filter werden dreimal je eine 
Stunde lang mit einer wassrigen Losung von 0.03 M Natriumcitrat und 0.3 M Nalriumchlorid bei 65"C 
gewaschen. Die hybridtsierte DNA wird durch Schwarzung eines Rontgenfilms wahrend 24 bis 46 Stunden 
sichtbar gemacht. 

Zur illustration der eher aJIgemeinen Beschreibung sowie zum besseren Verstandnis der vortiegenden 
Erfindung soli nunmehr auf spezifische AusfOhrungsbeispiele Bezug genommen werden. die keinen 
limitierenden Character haben, es sei denn es wird spezielie darauf hingewtesen. 

Nichtlimitierende AusfOhrungsbeispiele : 

Beispiel 1: Konstruktion eines Vektors mit dimarem MSV-6enom 

^i SOl]erUt $. VOn MSV ^ Genom aus in der Natur vorhandenen, infizierten Maispflanzen gemass 
i6)Muflaneaux PM etaK. EMBOJ. 3: 3063-3068, 1984 erfolgea Dabei dient Virion ss DNA aJs Matritze fOr die in 
vitro Synthese doppelstrangiger MSV-DNA unter Verwendung von Klenow^Polymerase I und einem 
endogenen Primer [t8)Donson J et at. , EMBQ J. 3: 3069-3073, 1984]. 

Ene andere Mdglichkeit besteht in der lsolierung~von doppelstangiger MSV-DNA Csupercoiled MSV-DNA') 
direkt aus infiziertem BlattmateriaJ. Doppelatrangige MSV-DNA wird als Intermediarprodukt bei der 
Virus-Replikation gebildeL Sie wird als Yepticative form DNA* oder 'RF-DNA' bezeichnet 

Die Klonierung der MSV-Genome erfolgt durch Qnbau der RF-ONA bzw. der in vitro synthetislerten DNA in 
emen durch BamHI linearisierten pUC9 Vektor [18) Vieira T and Messing T, G5neT9- 259-268 1982] Zur 
Identifizierung der rekombinanten Phagen wird der lac Komplementations-Te^eTSngezogen ' 

Die weitere Vorgehensweise besteht zunachst im Ausschneiden der klonierten MSV-DNA an der einzigen 
BamHI-Resmktlonsschnittstelle. Das anfallende rinearisierte DNA-Fragment wird anschliessend nach 
gelelektrophoretischer Auftrennung des DNA-Gemisches, isoliert [20)Manlatis et al. (1982)] 

Bei Virusstammen mit zwei oder mehreren BamHI-RestriktionsschnittsteilSTwird das MSV-Genom 
entweder partiell verdaut oder man sucht eine andere geeignete Schnittsteile, die nur einma) im MSV-Genom 
vorkommt. Letzteres gilt auch fur den Fail, dass keine BamHI Schnittsteile im MSV-Genom existiert 

Es folgt das Einspleissen des BamHI-Fragmentes in Tandem-Anordnung in die Bglll Schnittsteile des 
Plasmids pGA471 [2i)An G etaL. EMBQ J , 4: 277-284, 1985), welche sich zwischen den T-DNA-Grenzsequen- 
zen befindet. Dieses sogenannte Tandem-Klonieren kann uber die jeweiligen Konzentrationen von Vektor und 
Insert gesteuert werden. In der Ugationslosung sollte das Insert Im Ueberschuss vorllegen. Das bevorzuate 
Konzentrationsverhaltnis liegt in diesem Fall bei 10:1 ( Insert :Vektor). 

Bei dem Plasmid pGA471 handelt es sich urn einen sogenannten Shuttle-Vektor. der sowohl in E coll wie 
aucn ,n Agrobacterium tumefaciens in Anwesenheit von Tetrazyklin stabii repliziert wird 

Dieser Vektor besitzt neben dem zwischem den T-DNA Grenzsequenzen liegenden ColEI-ReplikaUonsur- 
sprung einen weiteren Repfikationsursprung. der einen weiten Wirtsbereich umfasst und die Erhaitung des 
Plasmids in Agrobacterium tumefaciens erlaubt Dieser Replikationsursprung stammt aus dem Plasmid 

P ^bJfUT P - Smld mlt W6ltem WinsbGre]c ^ ™<* einem Tetrazyklin-Resistenz-Gen. einem Abk6mm!ing 
von RK2 [2DAn G etaK. EMBQ -J , 4: 277-284, 1985). 9 

Weitere charakteristische Eigenschaften des Plasmids pGA471 sind: 
1) Der Besitz verschiedener Restriktionsschnittstellen zwischen den T-DNA-Grenzsequenzen die einen 
E.nbau von Fremd-DNA ermoglichen; 2) eine cos-Region des Bakteriophagen*, die eine Klonierung grosser 
DNA-Fragmente (25-35 kb) erlaubt; 3) ein chimares Markergen, zusammenges"etzt aus den Kontrollsequen- 
zen des Nopaiin-Synthase-Gens (nos) und einer fur Neomycin-Phosphotransferase codierenden DNA-Se- 
quenz sowie 4) eine bom-Schnittsteiie, die eine Mobilisierung des Plasmids aus E. coll In Aqrobacterlum 45 
tumefaciens ermopjicht 

Die oben erwahnte Inkubationslosung. enthaitend den Vektor sowie die elnzuspleissende MSV-DNA 
bevorzugterweise in einem Konzentratfonsvernaltniss von 1:10, wird fur die Transformation des Ecoli 
Stammes DH1 [22)Hanahan D and Meselson M, Gene.10: 63-67. 1980] verwendet. Die Selektionlerung erfotat 
aufgrund der Tetrazyklin-Resistenz der transformierten Klone sowie von Hybridislerungsexperimenten unter so 
Verwendung radioaktiv markierter MSV-DNA. w 

Eine Auswahl positiver Klone wird anschliessend auf das Vorhandensein von MSV-Genomen in 
Tandem-Anordnung untersucht. Dazu wird die Plasmid-DNA nach an sich bekannten Methoden [20>Manlatis 
etaL, (1982)] aus den positrven Klonen isoliert und anschliessend einer RestriktionsanaJyse unterzogen 

, ™^[ Tandem K,one * wird se,ektlon,er t von E£oli DH1 auf Agrobacterium tu mefaciens (RifR) C58 
(pTiC58) ubertragen. — — r ' 

Die Uebertragung erfolgt in einem 'triparenteral mating', wie bei 23)Rogers SG et al. (1986) ausfuhriich 
beschneben. Zur Selektion werden in diesem Fail Rifampicin (lOO.jig/ml) und Tetrac9«r7(5ug/ml) verwendet 
rJf^u 9re, ^ h8 Uebertra 9 un 9 der dimeren MSV-Genome wird mit Hilt e der Southern Hybridisierung getestet 
[24)Dhaese P etjl, Nucleic Acids Res. 7: 1837-1849, 1979]. 

Agrobacterium tumefaciens (RifR) C58 ( P TiC58) [25)Holsters et al. , Plasmid , 3, 212, 1980].entha!t ein Wildtyp 
Ti-Plasmid mil intakten Vlrulenzfunktionen. wodurch die Mobilisierung des 'Shuttle Vektors* in die pflanzliche 
Zelle ermoglicht wird. 

Der auf die oben beschriebene Weise transformierte Agrobacterium- Stamm erhalt folgende Stammbezelch- 
™ng: Agrobacterium tumefaciens (RifR) C58 (pTiC58; pEAP 200). 
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Beispiel 2: Konstruktion eines Kontrollvektors 

Zur Konstruktion eines KontroUvektors ohne T-DNA Grenzsequenzen wird das Plasmid pRK252 Kanlll 
verwendet, eln Abkommling des Piasmids pRK [26)Bevan M, Nucleic Acid Res. , 12: 204-207, 1984)], das keine 
5 T-DNA Grenzsequenzen eufweist 

Der Bnbau des dimeren MSV-Genoms in den Kontrollvektor erfolgt durch Einspteissen des oben 
beschriebenen BamHI Fragmentes (siehe Seite 24) in Tandem-Anordnung mit Kitfe eines Sall/BamK! 
Adaptors in die Sail Schnittstelle des Piasmids pRK252 Kanlll. 

Die Mobifisierung des Kontrollveklors in Agrobacterium tumefacjens (RifH) C68 (pTtC58) erfolgt uber ein 
10 'triparenteral mating*, wie bei 23)Rogers SG et al , 1986) ausftihrlich beschrieben. 

Der transformierte Agrobacteriurn- Stamm erhalt folgende Stammbezeichnung: Agrobacterium tumefacjens 
(RHR) C58 (pT!C58; pEA 21). 

Beispiel 3: Herstellung des bakteriellen Vektors pEAP 25 
15 Durch Austausch eines 0,65 kb Hind Ill-Sal I Fragments Im Cosmld pHC 79. einem Derivat des ELcojj 

Piasmids pBR322 (27)Hohn and Collins, 1980), durch ein 1,2 i<b umfassendes Fragment aus dem Transposon 

Tn 903 (28)Grindley et al. , 1980), welches ein Kanamycin-Resistenzgen tragt, entsteht das hybride Cosmid 

p22G1 . Die Integration des 1 ,2 kb Fragments in die Hind Ill-Sal I Schnittstelle von pHC 79 wird ermoglicht durch 

Anfugen von Hind Ill-Sal I Unker-Sequenzen. 
20 Aus dem Plasmid pCaMV6Km wird ein 2,9 kb umfassendes Sal l-Bst Ell Fragment, welches ein Gen enthalt, 

das fur Kanamycinresistenz bei Pflanzen kodiert (6)Paszkowski etal , 1984), ausgeschnitten und mit einem 2,4 

kb Sal l-Bst EH Fragment aus p22G1 ausgetauscht 
Die endgultige Konstruktion von pEAP 25 erfolgt durch Integration des zuvor mit Sal I geschn'rttenen 

Piasmids pB6 in die Sal I Schnittstelle von pEAP 1. Das Plasmid pB6 wurde von J. Davies vom John Innes 
25 Institut, Norwich, England entwlckelt und zur VerfOgung gestellt. Dieses Plasmid 1st inzwischen bei 29) N. 

Grimsley et al. , 1987 unter Bezeichnung pMSV 12 publiziert. 
Das Plasmid pB6 enthalt ein dimeres MSV-Genom. welches zuvor in dem Plasmid pACYC184 (30>chang and 

Cohen, 1978) kloniert wurde. 

30 Beispiel 4: Herstellung des bakterielien Vektors pEAP 37 

Der bakterielle Vektor pEAP 37 wird konstruiert durch Bnfugen des Piasmids pB6, das zuvor mit Sal I 
geschnitten wurde, in die Sal I Restriktionsschnittstelle des Piasmids pCIB 10. Das Plasmid pCIB 10 wurde von 
Mary-Dell Chilton, CIBA-GEIGY Biotechnology Facility, Research Triangle Park, Raleigh N.C., USA, 
entwickelt und zur Verfugung gestellt. 

35. 

Beispiel 5: Herstellung des bakteriellen Vektors pEAP 40 

Ein 1,6 mer des MSV Genoms [Bglll-BamHI-Fragment {0,6 mer) + BamHI-BamHI-Fragment, (Monomer)] 
wird in die BamHI Restriktionssteilen des Piasmids pTZ19R, das bei 3i)Mead et al. (1986) beschrieben ist, 
eingespleisst. Das so entstandene Plasmid mit der Bezeichnung p3547, das ein 1,6 mer des MSV Genoms 
40 enthalt, wird mit EcoRI geschnitten und anschiiessend in die EcoRI-Stelle des Piasmids pCIB200 (32)R 0 thstein 
et al. , 1987) eingespleisst Durch diese Massnahmen werden die MSV-Sequenzen zwischen die T-DNA 
*border B -Sequenzen von pCIB200 plaziert. 

Beispiel 6: Konstruktion des bakterieilen Vektors pMSV 109 

45 5 ug des Piasmids pMSV1 2, dessen Konstruktion zuvor im Beispiel 3 beschrieben wurde, werden mit BamHI 
in einer Pufferiosung (20)Maniatis et al. , 1982) fur einen Zeitraum von 2 Stunden be! einer Temperatur von 37°C 
verdaut. Das aus dieser enzyrnatiscben Verdauung resultierende 2,7 Kb umfassende DNA-Fragment wird nach 
der elektrophoretischen Auftrennung der Probe in einem 1 <Vb Agarose-TAE Gel (40 mM Tris-HCI, 20 mM 
Natriumacetat, 2 mM EDTA) aus diesem eluiert und in die einzige BamHI-Schnittstelle des binaren 

50 T-ONA-Vektors pBin19 (26)Bevan, 1984) eingespleisst. 

FQr die Verkupfungsreaktlon arbeitet man mit einem 100fachen molaren Ueberschuss des 2.7 Kb 
MSV-Fragments (des "Inserts") im Vergleich zum Vektor pBin19 und einer hohen T4-DNA Ligase 
Konzentration, urn eine hohe Einbaurate der dimeren MSV-DNA in den Vektor zu gewahrleisten. Die im 
einzelnen verwendeten Konzentrationen liegen bei 625 ng pMSV DNA und 25 ng pBin19 DNA, die be! einer 

55 Temperatur von 10° C fur einen Zeitraum von 16 Stunden in Gegenwart von 5 Bnheiten T4-DNA Ugase in einem 
Gesamtvolumen von 10 u.1 miteinander verknupft werden. Eine Halfte dieser Ligations-Mischung wird in 
kompetente Ecoll JM83 recA Zellen transformiert und auf 'Luria Broth" (LB)-Agar (20)Mahiatis etal. 1982), der 
mit 50 jig/ml Kanamycin-Sulfat und 40 ug/ml 5-Dibrom-4-chlor-3-indo!ytgalactosld (X-gal) angerelchert ist, 
ausplattiert und bei 37°C uber Nacht inkubiert. 

60 Weisse Kolonien, die das MSV-lnsert enthalten, werden ausgelesen und ein Klon, der das dimere 
MSV-lnsert in Tandem-Anordnung enthalt (pMSV109) wird fur die Konjugatlon in Agrobacterium tumefacjens 
C58NaIR (33)Hepburn etal. . 1985) ausgewahlt, die nach einem Verfahren, das bei Ditta etal. . 1980 beschrieben 
ist, durchgefuhrt wird. Die Selektion der Exkonjuganten erfolgt auf LB-Agar enthaltend 50 ug/ml 
Kanamycinsulfat und 50 ^ig/ml Nalidixinsaure. Die gewahlte Kolonle, die in den im folgenden beschriebenen 

65 Inokulationssexperimenten eine Infektion bei Mais ausiost. erhalt die Bezeichnung pMSV 114. 
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Beispiel 7: Her stellung eines Kontro llvektnre / dEA 2 i ohne T-DMA r™„,«.->- 

umfassende EcoRI-BamH.-Fragmen, STp!5S2 ff&imE ???\SS ^ man daS 6 ' 7 kb 
bestehende EcoRI-B g m-Fragment des PtaJ^p^Taf ^ ^J™* das aus kb » 

T-DNS-Grenz-Sequenzen einen Berefch fur homotooe LkomW^n l** 01 Welches 2wl3Chen 

ersetzt 0a das Plasrofcj pEAP 25 in ZSLSS!X^£SS^ ^ P,9SmW pEAP 25 enths »- 
Se.ektionferung der Exkonjuganten IX iSSt^ZSSS SXS^T*" ^ dte 

Stamm Agrobacterium tumgfadgns ™ {pvSs^eSS^S^S^^^^ Agbrobactorium - 
PEAP 18 durch homologe Rekombinatfon SrfertSen is? ^ pEAP 25 Wnaren VektoY « 

! PEAP 37, pEAP 40: Die Mobllisierung der Plasmlde oEAP -w' ..nH „c/i D . n 

ISimefaciergvia-triparenteraJ mating" fOhrt zum AufcaXef £taf£L?° V?*" h A g robac '*"»" 

bSSZS^SS^ n * Uk ° M ' n ° n P,asmWe ^and von DNA-,solierun g und 

--"^^^^ ** P - und p MS V ,03 

men (DSM). in Gottingen. BundesrepubBk Deutschbnd t™ -rtl JXf^? f 8 "" 1 *"* von Mlkroorganis- 
(NCIBJ.Torry Research Station. P.O.Box 3i!SaS R^l°! ?° lleC " 0n °' '"^"'a 1 
des Bodapester Vertrages fur die Intemrt^ylffi™ JSE? " en ' SpreChBnd d8n **»*nmgen 
2weckederPatentierviS.hinterleg,.EinSa^^ Von Mlk ™9anismen zum 

die besagte tntemationlie Hin.erlegungsS ^S^T^^ ^^^"^^ 
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15 



20 



Mikroorganismen 


Hinterlegungs- 
datum 


Hinterlegungs- 
Mummer 


Datum der Lebens- 

fahigkeitB- 

Be scheinigung 


pEA? 37 

(Escherichia coli 
DH1 transforaiert 
ait pEAP 37 
Plasroid-DNA) 


16. Juni 1987 


DSM 4147 


19. Juni 1987 


pEAP 40 

(Escherichia coli 
DH1 transforaiert 
mit pEAP 40 
Plasmid-DNA) 


36, Juni 1987 


DSM 4148 


19. Juni 1987 


pMSV 109 

(Escherichia coli 

JM83 ec ^ trans- 
foraiert mit 
PMSV 109 
Plasmid-DNA) 


23- Sept. 1987 


NCIB 12547 


24 Sftnt- 

» v»P^L» I/O/ 



40 



30 v^S^S^ ^ Zu 9^9Hchkeit besagter Mikroorganismen sind seitens des Hlnteriegers nicht 

Beispiel 19: Kultivierung der Agrob acterien-Stamme (Rrffi) C58 (pTiC58; pEAP 200). (RffR) C58 (pTIC58 pEA 

^^ ^^ 058 (PTIC5B ' ^ P37 >- < *8 (PT1C58,P£AP29):C58 ( P T,C58, pEAP4 0Ts^ 

35 C58 (pTiC58, pMSV109) und Herstellung der Inokulationslosung ^ ^ L - 22 

Vor der Inokulation werden die Agrobacteriurn^tamme auf YEB Medium [Bacto Rindfleischextrakt 5 g/l 
Bacto Hefeextrakt 1 g/l. Peptone 5 g/l. Sucrose 5 g/l. MgS0 4 . 2mM, pH 7,2], welches zuvor mit 100 ug/ml 
Rifamplctn und 25 ug/ml Kanamycin bzw. 50 u,g/ml Nafidixinsaure angereichert und mit 1 ,5 <H> Agar verfestiqt 
wurde ausplattiert. Nach elner Kultrvierungsdauer von 48 h bei einer Temperatur von 28°C wird elne einzelen 
Koionie zum Animpfen elner Flusslgkultur verwendet. Diese wlrd In 100 ml Erienrneyer-Kolben In einem 
flussigen YEB-Medium, welches mit Antibiotika in der zuvor angegebenen Konzentratlon angereichert ist. 
durchgefuhrt Die Kultivierung erfolgt bei einer Temperatur von 28°C auf einer Schuttelmaschine bei einer 
Gescnwmdigkeit von 200 rp.m. Die Kultivierungsdauer betragt 24 h. 
Anschliessend wird eine zweite Subkurtivierung in flussigem Medium mit einem Verdunnungsverhaltnis von 
^ 1 :20 unter ansonsten gieichen Bedingungen durchgefuhrt. Die Inkubationsdauer betragt in diesem Fall 20 h 
Dlese Massnahmen fuhren zu einer Populatlonsdichte an lebenden Agrobakterien von etwa 10*/ml 
Die Baktenenzellen werden durch Abzentrifugleren geemtet und anschliessend in einem aqurvalenten 
Volumen einer 10 rnM MgS0 4 -L6sung, die keine Antibiotika enthalt, resuspendlert 
Diese Suspension wird im weiteren Veriauf als unverdunnte Stammldsung bezeichnet. Bel der Herstellung 
w von Verdunnungsreihen wird als Verdunnungsmittel ebenfalls 10 mM MgSCM-osung verwendet 

Belspler 10: Sterilisation und Keimung von Mats-Samen 

FGr die Inokulationsexperlmente werden Pflanzen der Varietaten Golden Cross Bantam. B73 North Star 
und/oder Black Mexican Sweetcorn verwendet, die alle erfolgreich agroinfiziert werden konnen ■ 
55 n e V W ? 8 f ° ,9 . enden Experimente in der Regel 3 Tage alte. zuvor sterilislerte. Keimlinge verwendet 

Die Stenlisation der Keimlinge umfasst die fotgenden Verfahrensschritte- 

1. Sterilisation der Samen in etner 0.7 <>* w /v CaJdumriypochlorit^osung (250 ml L6sung/100 Samen) Die 
Durchmischung von Samen und Losung erfolgt mit Hitfe eines Magnetruhrers. 

Nach 20 Minuten wird die Sterilisationslosung dekantiert 

60 * E ^Il 9 L eln 3ma,f 9 es Was chen des so behandelten Samens mit destitliertem Wasser (250 ml dest 
w . Wasser/100 Samen) fur jeweils 30 Minuten. 1 

Die auf diese Weise sterilisierten Samen werden anschliessend in zuvor ebenfalls sterilisierte Keimkammern 
eingebracnt. Dabei handelt es sich urn Petrischalen. die jeweils 3 sterile Macherey-NageP-Rundfilter mit 
einem Durchmesser von 8,5 cm sowie ca 10 ml steriles Wasser enthalten. 

65 JV*?*^'. Keimkarnmem werden 20 Samen eingebracht und fur ca. 3 Tage bei einer Temperatur von 
C lm Dunkeln inkubiert. 
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For die anschliessenden Inokulationsexperimente werden nur Keimlinge verwendet bei denen der Abstand 
zwischen SkuteHarknoten und der apikalen Koleoptilarspitze 1-2 cm betragt. Auf alia Falle muss aber 
gewahrleistet sein, dass der Koteoptilarknoten deutllch identifizierbar is!. 
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11: Inokulation der Mais-Keimlinge 
Fur das Einbringen der unter Punkt 3. beschiiebenen Inokuiationslosung in die Mals-Keim!inge werden 
Hamilton Injektionsspritzen (A 50 ul Oder 100 uJ) verwendet. die mit austauschbaren Injektionsnadeln von 0 4 
mm Durchmesser ausgestattet sind. 

Das Aufzlehen der Inokuiationslosung In die Injekiionsspritze wird in der Weise durchqefuhrt dass keine 
Luftblasen gebildet werden. 

11.1. Inokulatton 10 Tage alter Maispflanzen 

Die Inokulation der bakterienhafflgen Suspension in 10 Tage aJte Maispflanzen wird mit verschiedenen 
Methoden und an verschiedenen Stellen der Pflanze durchgefOhrt 

1. Aufbringen von 20 uJ Bakteriensuspension auf eines der oberen Blatter und Bnreiben der is 
Suspension mit Hilfe von Carborundum-Pulver in das Blatt, bis das gesamte Blatt nass erscheint (Position 
A in Abbiidung t). 

Z Injektion von 10 uJ der Bakteriensuspension unter Verwendung einer 1 00 ul Harnilton-lnjektionssDrit- 
ze in den zentralen Teil der Pflanze. 

a) genau oberhalb der Ugula des Primarblattes (Position B in Abbiidung 1) 20 

b) 1 cm unterhalb der ligula des Primarblattes (Position C In Abbiidung 1) 

c) an der Basis der Pflanze in den sog. WurzelhaJs, einem meristematlschen Gewebe. aus dem 
sich spater Adventivwurzeln entwickeln (Position D In Abbiidung 1 ). 

112 Inokulation von 3 Tage alten Mais-Keimlino;en 

Die inokulation der bakterienhaltigen Suspension in 3 Tage aJte Mais-Kefmlinge erfolgt durch Iniektion in den 
Keimlinge mit Hilfe einer 100 ul Hamilton Injektionsspritze. 

1. Injektion der Bakteriensuspension in den Koleoptllarknoten durch ElnfOhren der InJektionskanQle 
durch die Koleoptile, ausgehend von der apikalen Koleoptilarspitze bis in den Bereich des 
Koleoptilarknotens (Position E in Abbiidung 2). 

2. Injektion der Bakteriensuspension unmittelbar in die Koleoptile. 2 mm unterhalb der apikalen 
Koleoptilarspitze (Position Fin Abbiidung 2). 

3. Injektion der Bakteriensuspension unmittelbar In die Koleoptlle. 2 mm oberhalb des Koleoptilarkno- 
tens (Position G in Abbiidung 2). 

4. Injektion der Bakteriensuspension unmittelbar in den Koleoptiiarknoten (Position H In Abbiidung 2) 

5. Injektion der Bakteriensuspension unmittelbar in die Koleoptile 2 mm unterhalb des Koleoptilarkno- 
tens (Position I in Abbiidung 2). 

6. Injektion der Bakteriensuspension direkt in den SkuteHarknoten (Position J in Abbiidung 2) 

7. Injektion der Bakteriensuspension in den SkuteHarknoten durch ElnfOhren der InjektlonskanOle 
durch die Pnmarwurzel, ausgehend von der Wurzelspitze bis in den Bereich des Skutellarknotens 40 
(Position K in Abbiidung 2). 

11 3 Dekapltieren der Koleoptile im Bereich des Koleoptilarknotens 

3 Tage alte Mais-Keimlinge werden an verschiedenen Stellen im Bereich des Koleoptilarknotens dekapitlert 
(siehe Abbiidung 3). 

1 . unmittelbar auf Hone des Koleoptilarknotens 45 

2. 1 mm oberhalb des Koleoptilarknotens 

3. 2 mm oberhalb des Koleoptilarknotens 
4. 5 mm oberhalb des Koleoptilarknotens 

Anschliessend werden die dekapitlerten Samlinge In feuchte Erde elngepflanzt und entsprechend den unter so 
Punkt 6. angegebenen Bedingungen kultrViert 

Die eigentlichen Inokulationsexperimente mil Agrobacterium werden an Keimlingen durchgefuhrt deren 
Koleoptiiarspitzen 2 mm oberhalb des Koleoptilarknotens praparativ entfemt wurden. 

Belspiel 12: KultMerung der behandelten MaJs-Pflanzen und Mais-Keimlinge 55 
Die Mais-Keimlinge werden unmittelbar nach der Inokulationsbehandlung in feuchte Erde eingepflanzt und 

in gleicher Weise wie die 10 Tage alten Mais-Pnanzchen bel einer Temperatur von 22° ±2°C unter 

Dauerbeleuchtung mit Weisslicht (Phillips 400 W/G/92/2) bei 3000-5000 lux kultlviert. 
Die Pflanzen werden anschliessend taglich auf das Vorhandensein von Symptomen einer Vlruslnfektlon hfn 

untersucht. welche durch das Auftreten von gelben Punkten und/oder Streifen an der Basis neuqebildeter bo 

Blatter charakterisiert ist 
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Beispiel 13; DNA-Extraktion aus infizierten. symptomatischen Mais-pflanzen 

Ca. 400 mg (Frischgewicht) junges Blatt-Gewebe wird zunachst in einem M6rser auf Els homogenlsiert 
unter Zugabe von 0.5 ml-1.0 ml STEN (15 Vo Sucrose. 50 mM Tris-HCI, 50 mM Nas EDTA, 0^5 M NaCI pH8) S5 
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und von Sand (-50 mg) zur Unterstutzung des Gewebeaufschlusses. Das Homogenisat wird anschliessend 
in eln Zentrifugen rohrchen (1.5 ml) Gberfuhrt und 5 Minuten bei einer Temperatur von 4°C in einer 
Tischzentrifuge bei maxlamler Geschwlndigkeit zentrifiiglert Der Ueberstand wird verworfen und das Pellet in 
0.5 ml eiskaltem SET (15 % Sucrose. 50 mM Naa EOTA. 50 mM Tris-Hcl. pH 8) unter Ruhren zunachst mit 
einem sterilen Zahnstocher. dann unter kurzzeltiger (5 Sekunden) Verwendgng elnes Vortex resuspendiert 
Anschfiessend werden 10 uJ einer 20 <Vb SDS-L6sung sowie.100 pj Proteinase K (20 mg/ml) hinzugegeben 
vermischt und anschfiessend in dem Rohrchen fur 10 Mia auf 68°C erwarmt. Nach der Zugabe von 3 M 
Natnumacetat (1/10 Volumen) wird das Lysat zweimal mit Phenol/Chloroform (3:1) extrahiert. Die DNA wird 
oann durch Zugabe von 2 Volumenteilen Ethanol prezipitiert und uber Nacht bei -20*C aufbewahrt Durch 
Zentrrfugation (10 Min.) in einer Tischzentrifuge bei maximaler Geschwindlgkeit erhalt man ein DNA-haltiqes 
Pellet, das anschfiessend in 40 uJ TE-Puffer (40 mM Tris-HCI, 1 mM Nag EDTA. pH 8) gelost wird 

DNA-Ldsung werden fur die -Southern blof-Experimente (3$) Southern EM. J.MoJ.Bk)!.. 98: 
503-517. 1975) verwendet. — 

Beispiel 14: 'Southern blot'-Analyse 

Die extrahierte DNA wird zunachst mit Restriktionsenzymen behandelt, anschfiessend einer Elektrophorese 
in 1 o/Mgem Agarose-Gel unterworfen. auf eine Nitrozellulosemembran [22) Southern. E.M J Mol Biol 98 
503-517 (1975)] transferiert und mit der nachzuweisenden DNA. welche zuvor einer Nick Translation 123) 

52?" °!^^ M t Hh0de h ° Und 9 Ber9 * J * Mo, BioL 237-251)] unterworfen wurde 
(DNA-spezrfische Aktrvitaten von 5 x 10* bis 10 x 10* c.pm/ug) hybridisiirt Die Filter werden dreimal je eine 
Stunde lang mit einer wassrigen Losung von 0.03 M Natriumcitrat und 0.3 M Natriumchlorid bei 65° C 
gewaschen. Die hybridisierte DNA wird durch Schwarzung eines Rontgenfilms wahrend 24 bis 48 Stunden 
sichtbar gemacht. 

25 Ergebnlsse : 

A) Inokulatlon 10 Tage alter Mais-Pflanzen 

Tabelie 1 I gibt die Ergebnisse von Inokulationsexperimenten an 10 Tage alien Mais-Pflanzen wieder, die 
unter Punkt 10.1. Beschrieben sind. Die Inokulatlon erfolgt unter Verwendung von pEAP 37 DNA. 
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Tabelie 1 
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45 



Itiokulations- 


Zahl der Pflanzen rait Symptomen/ 




ort 


Zahl der inokulierten Pflanzen 






pEAP 37 


pMSV 109 


pEAP 200 


pEAP 25 


A 


0/46 (<2 %) 








B 


0/44 «2 %) 








C 


3/46 (6,5 %) 






+ 


D 


42/68 (62 %) 


26/65 (40 %) 


++ 





Die Ergebnisse der Tabelie 1 machen deutlich. dass der bevorzugte Applikationsort an der Pflanze im 
Bereich des Wurzelhalses lokaJisiert ist. wo 62 °/o bzw. 40 o/o der behandelten Pflanzen Infektionssymptome 

50 ^' 9en ' !!? h L en ^ dfe Zahl der lnfi2ierten Pfenzen bei Inokulatlon an den ubrigen Inokulatlonspunkten der 
Pflanze (A, B, C) 0 Oder vemachlassigbar gering ist. 

B) Inokulation von 3 Tage alten Mais-Kelmlinqen 
Tabelie 2 gibt die Ergebnisse von Inokulationsexperimenten an 3 Tage alten Mais-Keimlingen wieder die 
^ unter Punkt 10.2. beschrieben sind. Die Inokulation erfolgt unter Verwendung von pEAP 37 und pEAP 40 DNA 
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label le 2 



Inokulationsort 


Zahl der Pflanzen wit Symptomen/ 




Zahl der inokullerten Pflanzen 




pEAP 37 


pEAP AO 


E 


21/27 (78 %) 




F 


0/20 (<5 %) 




o 


3/19 (16 %) 




H 


25/30 (83 %) 


51/58 (88 %) 


I 


8/51 (16 %) 




J 


1/20 ( 5 %) 




K 


2/12 (17 %) 





10 



IS 



20 



■ T dCf Tabe,le 2 zeisen - befindet der bcvorzugte Applikationsort beim Mais-Keimllnn 

m Bereich des KdeoptDaricnotens. wobel die direkte und indirekte ApXion S B^rteS^SS 
unm,ttelbar ,n den Koleoptila*noten mil 83 <Vb und 88 <ft bzw. 78 % infeierter Pflanzen StSS 
rt. gegenuber alien anderen untersuchten Appllkattonsorten. Dabel splett es ^!SSS^S^SSbS 
£3*T * direkl SeiUiCh h den Xoleoptilarknoten erfolgt odor Ober SRSJiSh 2 

C) Dekaptitation 3 Tage alter Mais-KeimJinqe 

Tabelle 3 gibt die Anzahl der uberlebenden Keimlinge 2 Wochen nach Dekaotitation d P r tfnionntn* ™ 
verschledenen Stellen im Bereich des KoleoptHarknotens wieder Ueka P utatl ™ Koleoptile an 
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Tabelle 3 



Dekapt i t at ion 8- 


Zahl der uberlebenden Keimlinge/ 


stelle 


Zahl der dekapltlerten Keimlinge 


1 


0/7 


2 


5/8 


3 


8/8 


4 


8/8 
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Es zeigl [slch. dass die Plumula bis zu 2 mm oberhalb des Koteoptilarknotens entterni werden kann ohno 
dasseineBee^ 

SaSCSSl^p^ ° berha,b "*"»«-^ A nocb ,n ca. 60 CdS?^ 
delXtn^ 
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Tabelle 4 



10 



15 



20 



Inokulationeort 


Zahl der Pflanzen rait Symptomen/ 




Zahl der inokulierten Pflanzen 


L 


48/49 (98 %) 


M 


14/44 (32 %) 



i™S!^ r T f elle 4 machen detitlich. das die Position L am dekapitferten Keimling. dh. der 
menstematlschen Gewebebereiche. emdeutig bevorzugt 1st gegenuber der Position M. die die peripheren 
ueweDeabschnitte abdeckt. 

0) Verdunnungsexperimente 

Die unter Punkt 9 beschriebene Bakteriensuspension wird in YEB Medium ohne Antibiotikazusatz verdQroit 
und in den unten angegebenen Konzentrationen in den Koleoptflarknoten appfetert. 



25 



Verdunnung Geschatzte in der 
Inokulationsstelle 
verbleibende Bakterien- 
zahl 



Anzahl der 
Pflanzen mit 
Syroptoroen/ 
Anzahl der in- 
okulierten Pflanzen 



30 



35 



40 



unverdtinnt 
10" J 




2 x 10* 


84/102 


(82 %) 




2 x 10 s 


42/55 


(76 %) 


ID" 2 




2 x 10* 


34/54 


(62 %) 


ID" 3 

uf* 




2 x 10 3 


19/56 


(34 %) 




0 


0/10 


(<10 %) 


1<T 5 




0 


0/10 


(<10 %) 



mVS^^T""^ I^V? K °f^f sM des bin§ ™ Vektors. der die MSV-Sequenzen enthalt. ungefahrt 
l*ST^ g t?S™ EMS ,nokU,al " e -iter vermehren. dann enthaltln 1<H 

diefbeilk^^^^ 

E) AgrobacteriunvWirtsbereich 

Neben Mais konnten noch weitere Vertreter aus der Klasse Gramineae ermittelt werden, die einer tnfektion 
mit Agrobaclenum zugangllch sind. 

50 Die Ergebnisse von Inokulationsexperimenten mit diesen Gramineen-Spezies sind In Tabelle 5 
wteoergegeben; 
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Tabelle 5 



Gramineen 
Spezies 


Zahl der Pf lanzen 
tnit Sywptoraen/ 
Zahl der inokulierten 
Pf lanzen 


Gerste (Maria Otter) 
Weizen (Maria Butler) 
Welzen (Normal) 
Flughafer (Saladin) 
Panicun tnilaceum 
Digitaria Sanguinalia 
Lolium temulentura 


1/15 (6 %) 
1/40 (2 %) 
1/25 (4 %) 
1/25 (4 %) 
3/8 (35 %) 
2/10 (20 %) 
1/25 (4 %) 



Eimge der weniger effekliven Ergebnisse sind moglicherweise auf technische Schwierigkeiten im Verlauf e 
der Inokulation zurOckzufGhren. da die Pfianzen z.T. sehr kJein sind und daher nur geringe Stengetdurchrnes- 
ser aufweisen. was eine zielgerichtete Injektfon der Inokulationslosung schwlerig macht 

Dessen ungeachtetzeigen die voriiegenden Ergebnisse. dass neben Mais eine Reihe weiterer Vertreter aus 
der Gruppe der Gramineen durch Agrobacterium Iransformierbar sind. 

F) Agrobacteriurn-Stamme 

Neben dem in den Inokulationsexperimenten mit Mais routinemassig verwendeten Agrobacterium 
tumefaciens-Stamm C58. wurden noch weltere Ai tumefaciens und A. rhizogenes- Stamme getestet Dabei 
konnte bei Verwendung der fotgenden in TabeHe 6 aufgeiisteten Agrobacterium Stamme ebenfaiis eine 
Uebertragung der MSV-DNA auf Mais nachgewiesen werden- 
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Tabelle 6: 

35 



Agrobacterium 
Statmn 


Zahl der Pf lanzen mit Symptotoen 
Zahl der inokulierten Pf lanzen 
pMSV 109 *1 pEAP 37 *2 


A, tumefaciena 


3/6 (50 %) 6/6 (100 %) 
21/23 (91 %) 15/21 (71 %) 
0/8 (<1 %) 2/37 (5 %) 

17/22 (81 %) _ 
15/20 (75 %) _ 
7/12 (51 X) _ 


T 37 

LBA 4301 ( P TiC58) 
A 6 

A. rhizogenea 
R 1000 
LBA 9402 
2626 



50 



*1 die Inokulationaexperimente mit pMSV 109 wurden an 10 Tage alten 55 

Maiapflanzen durchgefUhrt 
*2 die Inokulatlonaexperlmente mit pEAP 37 wurden an 3 Tage alten 

Maiekeimlingen durchgefuhrt ^ 
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40 Patentanspruche 

1. Verfahren zur Einschleusung von genetischem Material in monokotyle Pflanzen oder lebensfahige 
Teile davon, dadurch gekennzeichnet, dass man einen Transfer-Mikroorganismus, der dasgenetische 
Material in einer transportierbaren Form enthalt, und der in der Lage ist besagtes genetisches Material in 

45 monokotyle Pflanzen oder lebensfahige Teile davon einzuschleusen durch Anwendung geeigneter Kultur 
und Applikationsmethoden. die eine Induktion der Vlrulenz-Genfunktionen des Transfer-Mikroorganis- 
mus ermoglichen. fOr eine Infektion von Monokotyledonen einsetzbar macht und mit besagtem 
Transfer-Mikroorganismus monokotyle Pflanzen oder lebensfahige Teile davon infiziert. 

2. Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man besagten Transfer-Mikroorga- 
50 nismen in an sich bekannten Kulturmedien heranzieht, wobei gegebenenfalls ein oder mehrere 

Subkultivierungsschritte durchgefuhrt werden, die Transfer-Mikroorganismen abzentrifugiert und 
anschliessend in einem geeigneten Medium resuspendiert und man die so erhaltene Inokulationslosung 
in eine Wachstumszone einer monokotylen Pflanze einbringt. 

3. Verfahren gemass einem der Anspruche 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet. dass man besagten 
55 Transfer-Mikroorganismus in einer SchOttelkultur Goer einen Zeitraum von 30 bis 60 Stunden (h). bei einer 

Inkubationstemperatur von 15° bis 40° C. in einem fur die Kultivierung von Transfer-Mikroorganismen 
geeigneten Medium heranzieht und anschliessend gegebenenfalls einen oder mehrere Subkultivierungs- 
schritte durchfuhrt. wobei jeder einzelne dieser Subkultivierungsschritte uber einen Zeitraum von 15 bi3 
30 Stunden erfolgt und bei einer Temperatur von 15° bis 40° C durchgefuhrt wird. 

$0 4. Verfahren gemass Anspruch 3. dadurch gekennzeichnet. dass der Inkubatlonszeltraum fur die 

Kultivierung sowie die gegebenenfalls erforderfichen Subkultivierungen des Transfer-Mikroorganismus 
40 bis 50 Stunden batragt. 

5. Verfahren gemass Anspruch 3. dadurch gekennzeichnet. dass die Inkubationstemperatur fQr die 
Kultivierung sowie die gegebenenfalls erforderlichen Subkultivierungen des Transfer-Mikroorganismus 

65 24°bis29 p Cbetragt. 
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6. Verfahren gemass ernem der Anspruche 1 bis 3, dadurch qekennzeichnet tin** m»n a_ 

pi!!;I e ^Il rC 1, 9emaSS ^" spmch 10 - dadurch gekennzeichnet. das3 slch besagle Empfangerpflanze in 
Slf 9SStad,Um "**"" d6r Sa ™ kai ™"9 "" d *» Erreich?n desTSS^ 
12. Verfahren gemass Anspruch 11. dadurch gekennzeichnet. dass slch die Pflanze Im 1 bis 3 Tan der 

Ji;^ ffat ? n 96m5sS A ", Spmch 7 ' dadurcn gekennzeichnet. dass die Inokulation der transformierenden 
Mtooorgan.smensuspens.on durch .njektion in die meristernatischen Gewebe-RegkZ STSSSl! 

14. Verfahren gemass Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet. dass die Injektion der transformierMvten 

tit™!?™ 9em§SS ^ 13, dadurch gekennzeichnet, dass die Injektion der Iransformierenden 
16. Verfahren gemass Anspruch 15. dadurch gekennzeichnet. dass die Injektion der transfoSenden 

JiLl e , rtah - en 9emSsS Ar *P mch 13 - dadurc " gekennzeichnet. dass die Injektion der transformierenden 

5Jscsssr«sasssr aer ~ — * r== " - 

19. Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. dass es sich bei besaotem oeneftechem 

20. Verfahren gemass Anspruch 19 zur Einschteusung viraler DNA. die qeaebenenWIs Camn-nwA 
eingebaul enthatt. in Pflanzen aus der Kiassa Monoco W eL, ea e ^.Z^ZlTlfZ^™* 

a i « ein T-Repfikon virale DNA. welche gegebenenfalls Cargo-DNA eXuHnTJt in 
Nachbarschaft zu einer Oder mehreren T-DNA-Grenz-Sequenzen integrteri wobel dte SSOJi 
zwischen viraler DNA und T-ONA-Grenz-Sequenzfen) so oewahlt i«t d«c w£ i lis „ fcnnemu l " 9 
vira.enDNAeinsch.iess.tehgegec.nenfa.lsv^^ * 

b) anschhessend die Aufnahme des T-Replikons in eineri Tgeelgneten^sfer-Mik roon^nteSus 
veranlasst.wobeidasReplikonindenTransfer-.Mikroorganismusgelangt fer M,kroor 9 an,smus 
m ° difi2ierten ^^—ganismus Rlanzen aus der Klasse 

21. Verfahren gemass Anspruch 19. dadurch gekennzeichnet, dass man 50 

a) virale DNA Oder ihre Aequivalente aus Infiziertem pflanzlichem Material isoliert imrf mi» nn*= 
geeigneterVektorenineinemWirtsorganismusklonierf ^ Ma,enal ,sol,ert und m,t H,lf9 

b) die klonierte virale DNA oder TeBe davon sowie eventuell darin eingebaute Caroo-DNA zum 

Nachh^rtlft me eV ! ntUe " dari " ei "9 ebauta Cargo-DNA enthait. weWleTch h 

Nachbarschaft zu e.ner oder mehreren T-DNA-Grenz-Sequenzen befinden wobel die Entfemimn 

S£^T12? rK T -r A - 6renZ - Sequenzen 30 « ist - dSsdTe U btrtra^nTdS 
Srialerfig 6 ; gegebenenfaHs darin elngebauten Cargo-DNA in pflSnes 

9 e C eU^ Astern das P.aam.d BaP ,n einen 

lE^eS?^ ^ le ^ a ™e da - m.t dem so 

22. Verfahren gemass einem der AnsprOche 19 bis 21 . dadurch gekennzeichnet. dass man als virale DNA 65 
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doppelstrangige DNA-Formen von Bnzelstrang-DNA-VTren verwendet. 

23. Verfahren gemass Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass man als virale DNA solche von 
Geminl-Viren verwendet. 

24. Verfahren gemass Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet dass man als virale DNA solche von Maize 
Streak Virus (MSV), Bean Golden Mosaik Virus (BGMV), Chloris Striate Mosaic Virus (CSMV) Cassava 
Latent Virus (CtV), Curly Top virus (CTV), Tomato Golden Mosaic Virus (TGMV) Oder Wheat M Virus 
(WDV) verwendet 

25. Verfahren gemass elnem der Anspruche 19 bis 21, dadurch gekennzeichnet. dass man als virale DNA 
naturiiche VTrus-DNA verwendet. 

26. Verfahren gemass Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass man als virale DNA solche von 
CauDflower-Mosaik-Virus verwendet 

^ Verfahren gemass einem der Anspruche 19 bis 21, dadurch gekennzeichnet, dass man als virale DNA 
cDNA-Kopien von Virus-RNA verwendet 

28. Verfahren gemasseinem der Anspruche 19bis 21, dadurch gekennzeichnet, dass man als virale DNA 
cDNA-Koplen von Viroid-RNA verwendet. 

29 Verfahren gemass einem der AnsprOche 19 bis 28, dadurch gekennzeichnet, dass man als virale DNA 
solche von lethalen oder lebensfahige Mutanten von Viren verwendet 

30. Verfahren gemass Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass man als virale DNA unter der 
Kontrolle viraler Replikationssignaie stehende, Wonierte DNA verwendet 

31 Verfahren gemass Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass man als virale DNA unter der 
Kontrolle viraJer Expressionssignale stehende Wonierte DNA verwendet 

32. Verfahren gemass Anspruch 19. dadurch gekennzeichnet. dass man als virale DNA unter der 
Kontrolle viraler Replikations- und Expressionssignale stehende Wonierte DNA verwendet 
33 Verfahren gemass Anspruch 19. dadurch gekennzeichnet. dass man als virale DNA unter der 
11 a ° f0ntlSCher Replikations- und Expressionssignale stehende Wonierte DNA verwendet 

34. Verfahren gemass Anspruch 19. dadurch gekennzeichnet. dass man als virale DNA Telle von 
VTrus-DNA verwendet. 

35. Verfahren gemass Anspruch 19. dadurch gekennzeichnet, dass man die virale DNA in Tandem-Form 
verwendet 

d&Verfehren gemass einem der Anspruche 19 bis 34. dadurch gekennzeichnet. dass man die virale 
DNA oder Aequivalente davon in Tandem-Form verwendet 

37. Verfahren gemass einem der Anspruche 19 bis 36, dadurch gekennzeichnet. dass man virale DNA 
mit emgebauter Cargo-DNA verwendet 

38. Verfahren gemass einem der Anspruche 19 bis 36, dadurch gekennzeichnet, dass man virale DNA 
oder Aequivalente davon mit eingebauter Cargo-DNA verwendet. 

39^ Verfahren gemass einem der Anspruche 20 oder 21, dadurch gekennzeichnet, dass man ein 
baktenelles T-Replikon verwendet. 

40 Verfahren gemass Anspruch 39. dadurch gekennzeichnet. dass man ein T-Replikon von einem 
Baktenum der Gattung Agrobacterf urn verwendet 

41. Verfahren gemass einem der Anspruche 39 oder 40. dadurch gekennzeichnet, dass man als 
verwendet d ° d f eln R, '- p,asm,d aus einem Bakterium der Gattung Agrobacterium 

^Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man als Mikroorganismus, welcher 
em T-Replikon gemass einem der Anspruche 39 bis 41 beherbergt, ein Bakterium verwendet 

43. Verfahren gemass Anspruch 42, dadurch gekennzeichnet, dass man als Mikroorganismus, welcher 
das T-Repllkon beherbergt, ein Bodenbakterium verwendet 

44 Verfahren gemass Anspruch 43. dadurch gekennzeichnet, dass man als Mikroorganismus. welcher 
das T-Replikon beherbergt. ein Bakterium der Gattung Agrobacterium verwendet 

45. Verfahren gemass Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, dass besagte Cargo-DNA entweder aus 
genomischer DNA aus cDNA oder aus synthetischer DNA besteht 

46. Verfahren gemass Anspruch 38. dadurch gekennzeichnet, dass besagte Cargo-DNA sowohl aus 
genomischer als auch aus cDNA und/oder synthetischer DNA zusammengesetzt 1st 

47 Verfahren gemass Anspruch 38. dadurch gekennzeichnet. dass besagte Cargo-DNA aus 
sVS ement8n mehferen ° T 9™ smen - di * verschiedenen Gattungen angehdren. zusammenge- 

48. Verfahren gemass Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet. dass besagte Cargo-DNA aus 
Genfragmenten von mehr als einem Stamm. einer Varietat oder einer Spezies des gleichen Organismus 
zusammengesetzt 1st 

49. Verfahren gemass Anspruch 38. dadurch gekennzeichnet. dass besagte Cargo-DNA aus Anteilen 
von mehr als einem Gen derselben Organismen zusammengesetzt ist 

50. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, dass man als lebensfahige Teile von 
monokotylen Pflanzen pf lanzliche Gewebekulturen oder Zellkulturzellen verwendet 

51 Verfahren nach Anspruch 50. dadurch gekennzeichnet. dass man als Pflanzen oder lebensfahige 
Teile davon Pflanzen aus der Familie der Alliaceae. Amaryltidaceae , Asparagaceae. Bromeliaceae 
brarolneae , Uliaceae . Musaceae . Orchidaceae oder Palmae verwendet 
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r^SZl^Z^Ln M d - ™" ^ 0ptes »e„ ZU sa mme „ mrt dem 

e? g e^Sr e : SmUS ^ re ' eVan,e T * *"* * dem V ° rtah ™ ««*» Anspruch 1 

60. Der transformierte Escherich ia coH-Stamm DH1 {dEAd 4n> uTT^T - o ■ 

61. Der transformierte Escherichia coB-Stamm JM83flec a 27.^1 ». u 20 
Hintertegungsnummer NCI B 12547 hMertegt v££> isiSe alie ZaS ln P ° ^ Un,er der 

m u™C *? ~ an2en Und deren Nacf *°™»en gemass Anspmch 62. 
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